

































API：Achromobacter プロテアーゼ I（Achromobacter protease I） 
ASCT2：ASC アミノ酸輸送体 2（ASC amino acid transporter 2） 






CBB：クマシーブリリアントブルー（Coomassie brilliant blue） 
CHAPS：3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate 
Chemi-Lumi One：増強化学発光試薬 
Cu,Zn-SOD：銅・亜鉛スーパーオキシドジスムターゼ（copper-zinc superoxide dismutase） 
Cys：システイン残基（cysteine） 
DEME：ダルベッコ変法イーグル培地（Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium） 
EAAT-1：興奮性アミノ酸輸送体 1（excitatory amino acid transporter-1） 
EAAT-2：興奮性アミノ酸輸送体 2（excitatory amino acid transporter-2） 
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–：硫化水素イオン（hydrogen sulfide ion） 











Mn-SOD：マンガンスーパーオキシドジスムターゼ（manganese superoxide dismutase） 












NRC：全米研究評議会（United States National Research Council） 
nNOS：神経型一酸化窒素合成酵素（neuronal nitric oxide synthase） 
Nrf2：NF-E2-related factor 2 
PVDF：ポリビニリデンジフルオライド（polyvinylidene difluoride） 
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した（Palmer et al., 2006）。2010 年の時点で、水銀は、世界で汚染者を被っている人数
の多い化学物質の 2 番目に位置付けられている（Blacksmith Institute, 2010）（ちなみに 1
番は鉛）。同年、人間活動に由来し、大気中に放出される水銀量は、地球規模で年間約
2000 トンと見積もられた（United Nations Environmenta Programme, 2013）。更にこの倍
量が、過去に環境に放出された水銀が土壌や海洋に沈降したのち、再び大気中に放出さ
れている。海水に含まれる水銀は、微生物の働きで MeHg に変換される。MeHg は生物
濃縮を受けやすく、大型食用魚類に高濃度に蓄積する。一般に、魚肉中の水銀の化学形
態は、ほとんどが MeHg である（農林水産省, 2012）。ヒトはこれを食することで MeHg
を体内に摂取することから、MeHg の毒性の主体である中枢神経系障害をはじめとする
健康への影響が心配される（Chang, 1990; Shimai and Satoh, 1985）。MeHg は、生物学的
半減期が約 70 日と長いため、体内に残留する。日本人は、水銀の 8～9 割を魚介類から
摂取していると考えられ、厚生労働科学研究報告によれば、1 日水銀摂取量は 8.4 µg と
報告されている（厚生労働省, 2003）。内閣府食品安全委員会は、2005 年にハイリスク
グループを胎児（対象集団は妊娠している方または妊娠している可能性のある方）とし
た耐容週間摂取量 2 µg/kg（体重 50 kg で 14.3 µg/日）を答申しており（食品安全委員会, 
2005）、実際と耐容摂取量との間にそれほど大きな差があるわけではない。全米研究評
議会（NRC: United States National Research Council）にいたっては 0.7 µg/kg/週を限界値













ところが、タンパク質中システイン残基の 10～20%程度はその pKa 値が低いために、
生理的条件下では解離してチオレートイオン（S–）となり、これらが電子密度の低い部
位をもつ親電子物質の標的となる。このため、外因性の親電子物質はタンパク質の予期
しない化学修飾を引き起こす可能性がある（Kumagai et al., 2012）。更に、MeHg とタン
パク質のシステイン残基の SH 基に対する親和力（解離定数 pK=15.7）は、他の種々の
アミノ酸リガンドに対するどれよりも大きい（Simpson, 1961）（表 1）。 
 











































能性があるか検討することにした（Kanda et al., 2014）。 
 
1.2. MeHg による主要な毒性発現メカニズム 
MeHg による主要な毒性発現メカニズムを調べるために、“methylmercury”、
“mechanism”および“review”の 3 語をキーワードとして PubMed で論文検索した結
果、2014 年 5 月までに 30 報が引き出された。そのうち、MeHg による毒性発現メカニ







研究・毒性学委員会（Board on Environmental Studies and Toxicology: BEST）による教科
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にまとめるとともに、図 2 に概略図として示した。 
 
① 酸化ストレスと S-水銀化 
酸化ストレスとは、体内の通常の酸化還元状態、つまり活性酸素（種）と抗酸化シス
テム（抗酸化物質および抗酸化酵素）のバランスが乱れた状態である。MeHg 曝露によ
り、活性酸素種および過酸化脂質が形成することが明らかになっている（Ali et al., 1992; 
Dreiem and Seegal, 2007; Garg and Chang, 2006; LeBel et al., 1990; 1992; Lee et al., 2009; 
Mori et al., 2007; Yin et al., 2007; Yonaha et al., 1983）。通常、スーパーオキシドジスムタ
ーゼ（SOD）、カタラーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ（GPx）などの抗酸化酵素






などの細胞内小器官膜内の Ca2＋トランスポーター（Ca2＋-ATPase や Na+/K+-ATPase など）、③グルタミ
ン酸トランスポーター、④アミノアシル tRNA 合成酵素（aaRS）、および⑤チューブリンの S-水銀化に






受けやすく（Halliwell, 1992）、更に SOD および GPx の活性は他の臓器より低いことが
報告されている（Mori et al., 2007）。MeHg 曝露によってこれらの抗酸化酵素はどのよう
な影響を受けているか、以下にまとめる。 
Yee と Choi（1994）は、マウスに MeHg（2.5 mg/kg/day）を 7 日間曝露した結果、脳
で SOD 活性が著しく低下することを報告した。真核細胞は、銅・亜鉛 SOD（Cu,Zn-SOD）
とマンガン SOD（Mn-SOD）、2 種類の SOD を有しているが、本報告ではどちらのアイ
ソザイムが活性低下に関与していたかは言及されていなかった。その後、我々の研究で、
MeHgによって阻害されるSODはMn-SODであることを明らかにした（Shinyashiki et al., 
1996）。すなわち、MeHg（10 mg/kg）をマウスに単回投与したところ、Cu,Zn-SOD 活性
への影響はなかったが、脳内 Mn-SOD 活性の経時的な低下が認められた。Mn-SOD は
ミトコンドリアに局在する。ミトコンドリアは細胞の酸素の 90%以上を消費し、活性酸




我々は、MeHg によって阻害される Mn-SOD のメカニズムを調べることにした（Kumagai 




（IFE-AGE/SR-XRF 分析）により、MeHg は Cu,Zn-SOD ではなく Mn-SOD を修飾する
ことが明らかとなった。ヒト Mn-SOD では、システイン残基（Cys）140 と Cys196 の
SH 基がサブユニット表面に露呈しているが、thiol-Sepharose カラムクロマトグラフィー
により、反応性のあるスルフィドリル基は Cys140 ではなく Cys196 であることが報告さ
れている（Matsuda et al., 1990）。このことから、MeHg による酸化ストレスには Mn-SOD




（Carvalho et al., 2007; Farina et al., 2003b; Franco et al., 2009; Glaser et al., 2010）。また、
Stringariら（2008）は、MeHg（妊娠期間中、飲用水中に1, 3, 10 mg/lの濃度）を妊娠マウ
スに曝露した結果、子の脳内GPx活性の発達に用量依存的かつ持続的な阻害効果がみら
れることを報告した。一方、in vitroでもMeHgによるGPxの活性低下の報告は多数みら







し、チオール基はセレノール基よりはるかに豊富に存在している（Farina et al., 2011）。
セレノール基はセレノプロテインのみでみられるが、チオール基は低分子量のもの [主
にグルタチオン（GSH）] から高分子量のタンパク質に至るまでみられる（Araie and 
Shiraiwa, 2009; Lobanov et al., 2009）。それ故に、MeHgのヒトへの曝露で一番の根源とな
る食用魚類の筋肉では、MeHgは主にチオール基を含むタンパク質とともに存在し、セ
レノール基を含むタンパク質とはかなり少ない割合で存在していると考えられている
（Farina et al., 2011）。実際、他の抗酸化セレノプロテインであるチオレドキシンレダク
ターゼ（TrxR）の活性がMeHgにより低下することがin vivoおよびin vitroで示され（Branco 
et al., 2011; Carvalho et al., 2011; Wagner et al., 2010）、497番目のシステイン残基および
498番目のセレノシステイン残基のセレノール基に影響を及ぼしている可能性があると



















（Kumagai et al., 2013）。更に近年、“チオールバイオロジー”に大きな研究の進展があっ
たことは大変興味深い。我々は、硫化水素イオン（HS–）、パーサルファイドおよびポリ
サルファイドのような活性イオウ分子は、酸化還元シグナルの伝達や親電子物質の除去







により、重要な制御機能を担っていることを報告した（Ida et al., 2014; Nishida et al., 






MT は、多くのチオール基を有しており（Oliveira et al., 1998）、MeHg と非常に親和性が
高いので、MeHg-MT 複合体の形成が MeHg を比較的毒性が低い状態に保ち、MeHg の
細胞毒性作用から細胞を防御している可能性がある（Aschner et al., 1997）。GSH およ
び／あるいは MT の濃度の低下は、MeHg の細胞への感受性をより高める可能性があり
（Hirooka et al., 2010）、細胞内シグナル伝達経路の破綻が細胞死を含む有害な事象を引
き起こすものと考えられる。 
 
② 細胞内 Ca2+の増加と S-水銀化 
Ca
2+は細胞の生死のあらゆる側面に影響を及ぼすシグナル伝達で重要な役割を果た
している（Clapham et al., 2007）。通常、細胞質内の Ca2+は細胞外あるいは小胞体のよう
な細胞内の小器官に積極的に送り出すことで、細胞質内では極めて低い濃度（細胞外の









Seegal, 2007; Hare et al., 1993; Limke, et al., 2002; 2003; Minnema et al.,1989; Sarafian, 1993; 


















MeHgがムスカリン受容体を阻害し（Coccini et al., 2000）、MeHgのムスカリン受容体と




（Sakamoto et al., 1996）。小胞体中のCa2+のホメオスタシスのかく乱はよく知られている
（Mekahli et al., 2011）。これと一致して、MeHgは、小胞体ストレスのマーカーである、
ラット脳皮質中glucose-regulated protein 78の発現を誘導することが報告されている
（Zhang et al., 2013）。 
MeHg の毒性との関連性は不明であるが、MeHg が曝露された細胞で細胞内 Ca2+濃度
の増加がみられた後、細胞内 Zn2+の緩やかな増加が認められる（Atchison and Hare, 1994; 
Denny and Atchison, 1996）。通常の状態では、細胞中で遊離した Zn2+の濃度は低く、ほ
とんどの Zn2+は細胞内タンパク質と結合しているため（Cuajungco and Lees, 1997）、Zn2+
を含むタンパク質が MeHg により S-水銀化を受けることで Zn2+が遊離した可能性があ
る。一例として、Zn2+含有金属酵素であるソルビトールデヒドロゲナーゼ（SDH）に対
する S-水銀化およびそれに伴う Zn2+の遊離を後述する。 





（Farina et al., 2003a; 2003b; Manfroi et al ., 2004; Yin et al., 2007）。グルタミン酸は、重要
な興奮性の神経伝達物質であるが、過剰に存在すると神経毒となる。MeHg は星状細胞
の興奮性アミノ酸輸送体 1（excitatory amino acid transporter-1: EAAT-1） [ラットではグ
ルタミン酸・アスパラギン酸輸送体（Glu/Asp transporter: GLAST）] および興奮性アミ
ノ酸輸送体 2（excitatory amino acid transporter-2: EAAT-2）[ラットではグルタミン酸輸送
体 1（Glu transporter-1: GLT-1）] を阻害し、グルタミン酸の取り込みを減少させること





ことが知られている（Aizenman et al., 1989; Braestrup and Andersen, 1987; Kiskin et al., 
1986; Laube et al., 1993; Ruppersberg et al., 1991; Sidhu et al., 1986）。グルタミン酸の取り
込みに対する MeHg の阻害メカニズムは明らかになっていないが、Trotti ら（1997a; 
1997b; 1998）は、チオール酸化剤である 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic) acid およびチオー
ル還元剤であるジチオスレイトールによるグルタミン酸トランスポーター（GLAST お
よび GLT1 を含む）中のシステイン残基の酸化還元相互変換がグルタミン酸の取り込み
率を変化させることを見出した。また、ASC アミノ酸輸送体 2（ASC amino acid transporter 




度も増加させることが知られており（Faro et al., 2000, 2002; Minnema et al., 1989）、膜タ




くから知られている（Cavanagh and Chen, 1971; Yoshino et al., 1966）。アミノアシル tRNA
合成酵素（aaRSs）の活性が阻害されることが影響しているものと考えられている
（Cheung and Verity, 1985）。aaRS は、細胞内でのタンパク質合成の過程で、特定のア
ミノ酸を対応する tRNA に結合させ、合成の正確性を保証する不可欠の酵素である。
aaRS の活性の阻害様式は明らかになっていないが、その活性発現に、スルフィドリル
基が重要であるため（Murayama et al., 1975）、MeHg による aaRSs の S-水銀化がタンパ
ク質の合成阻害に関与している可能性が少なからず考えられた。 
 
⑤ 微小管障害と S-水銀化 
微小管は、細胞骨格に必須な要素であり、細胞分裂時だけでなく、細胞の運動や形態
の維持に重要な役割を果たしている。MeHg をラットに投与した後、神経系の微小管の
障害がみられた（Kinoshita et al., 1999）。MeHg は、脳中の神経細胞の異常な移動を引き
起こすことも知られている（Choi et al., 1978）。微小管障害によるG2/M期の停止はMeHg
がアポトーシスを引き起こす上で重要な因子かもしれない（Miura K et al., 1999）。MeHg
は微小管重合の強力な阻害剤であり、このことが MeHg の微小管への S-水銀化を介する






していることも報告されている（Britto et al., 2002）。 
 
このように、現在までに提唱されてきている MeHg による主要な毒性発現メカニズム





1.4. MeHg 毒性発現にかかわる分子機構を解明するための試み 
MeHg の毒性発現機構の解明を目指し、本金属により変動する生体内因子が検索され
た（Hwang et al., 2011a; 2013a; Hwang and Naganuma, 2006; Kim et al., 2012; 2013; Lee et al., 
2012; Takahashi et al., 2013; Toyama et al., 2011）。更に、永沼らの研究のグループは、酵
母や培養細胞を用いて、MeHg に抵抗性あるいは感受性を示すタンパク質を数多く報告




が MeHg の標的分子であることを見出した（Miura et al., 1999; Naganuma et al., 2000）。
GFAT に対する MeHg の阻害効果と他の SH 酵素のものとを比較すると、他の SH 酵素






我々は、以前の研究で、Mn-SOD（Shinyashiki et al., 1996）、神経型一酸化窒素合成酵
素（nNOS）（Shinyashiki et al., 1998）および Keap1（Toyama et al., 2007）が MeHg の分
子標的であることを明らかにしてきた（図 4）。例えば、Keap1 の Cys151、Cys368 およ
び Cys489 が S-水銀化されていることを見出している（図 5）。前述のとおり、MeHg に



































































いるが（Bebianno et al., 2007; Das 





ドとタウタンパク質（LaFeria et al., 
2008）、あるいは白内障での水晶体
を構成するクリスタリンなどのタ
ンパク質（Das et al., 2011）の不溶
化が報告されている。 
更に、ヒトの酵素全体の 30％には金属が含まれており、活性中心として生命活動に
重要な役割を果たしている（Martin et al., 2014）。例えば、亜鉛（Zn）は必要不可欠な元
素で、ヒトは 100 種類を超える酵素が Zn2+によって活性を高めることがわかっている。
従って、金属を含むタンパク質であれば、S-水銀化による金属補欠分子の活性部位から
の遊離が考えられる（図 6）。 
MeHg は、脳と同様、肝臓に高濃度に蓄積することが知られているため（Rodrigues et 









り（Hirsch-Kolb et al., 1971; Kanyo et al., 1996; Reczkowski and Ash, 1992; Scolnick et al., 

















（Shinyashiki et al., 1996; 1998）および
in vitro で検討した。 
 
MeHg を 10 mg/kg/day の用量でラットに 8 日間皮下投与したところ、最初の投与から
6 日後の肝臓中の水銀濃度は約 200 µM であった。本条件下、肝臓中のアルギナーゼ I
活性およびマンガン量は対照群の約 50％に低下した（図 8）（Kanda et al., 2008b）。低下
したアルギナーゼ I 活性は、マンガン量の減少と有意に相関していた（r = 0.72, P < 0.05）。
In vitro では、MeHg とアルギナーゼ Iを反応させると、10～200 µM の濃度の際に、濃
度依存的に当該タンパク質の不溶化が観察された。同様の現象は、システイン残基のア
ルキル化剤である N-エチルマレイミド（NEM）でも観察されたことから、我々の仮説
である MeHg によるアルギナーゼ I の S-水銀化は支持された。また、活性低下が観察さ
れ、更に個体レベルで観察されたように、10～200 µM の濃度の際にマンガンイオン
（Mn2+）の遊離もみられた。Mn2+は、アルギナーゼ I の活性を最大限発揮するために大
切であるため（Hirsch-Kolb et al., 1971; Reczkowski and Ash, 1992）、in vivo における MeHg
の投与によって引き起こされたアルギナーゼ I の活性低下は、少なくも部分的には、ア




















の NaCl、10 mM のヒスチジンおよび








ら、アルギナーゼ I が S-水銀化を受け
ることが示唆された。 
図 8 MeHg とアルギナーゼ I との相互作用 




501；2.0 × 1.0 cm, i.d.）に注入し、結合したタンパク質
は 0.5 M の塩化ナトリウム、10 mM のヒスチジン、





ガンドとして重要な役割を担っていることが報告されている（Kanyo et al., 1996）。一方、
ラット肝臓中のアルギナーゼ I は、1 ユニットに 3 つのシステイン残基（Cys119, Cys168, 
Cys303）を有しており（Kawamoto et al., 1987）、MeHg はこれらと反応する可能性があ
る。このように、MeHg のアルギナーゼ I への共有結合が活性部位からの Mn2+の遊離や
構造変化を引き起こしている可能性が考えられた。 
このように、in vivo で観察された MeHg 曝露によるラット肝臓で生じるアルギナーゼ









































図 10 MeHg による S-水銀化を介して不
溶化するタンパク質のスクリーニング法 
 
ラット肝酵素溶液を MeHg と 37°C で 1 時間反
応させた後、12,000 × g で 10 分間遠心させた。





  +  Protein- S
-
  →  Protein - S - HgMe   (1) 
Protein - S - HgMe  +  GS
-
  →  Protein - S-  +  MeHg - SG  (2) 
 






















 Sigma 社 
ソルビトール、DEME/HamF12、FAD、GSH、HRP アビジン、NAD、NADP、Williams 
Medium E 
 Novagen 社 
pET15b ベクター、Escherichia coli BL21 細胞 
 タカラバイオ社 
Prim Script、Prime Script RT 
 Stratagene 社 
StrataClone Bluent PCR Cloning Kit、Quickchange Site-Directed Mutagenesis Kit 
 Invitrogen 社 
ウシ胎児血清、Ni-IDA ProBond 樹脂 




 Promega 社 
MS グレード修飾トリプシン 
 Bio-Rad 社 









3 倍容量の 10 mM Tris–HCl (pH 7.5)-50 mM MnCl2-10 mM KCl を加え、ホモジネート液を
調製した。これを 15,000 g で 15 分間遠心分離し、得られた上清に、予め–20 °C で保存
しておいた 1.5倍容量のアセトンをゆっくり滴下した。4 °Cで 10分間放置した後、15,000 
g で 5 分間遠心分離した。得られた沈殿に、肝重量に対し 0.7 倍容量の 10 mM Tris–HCl 
(pH 7.5)-50 mM MnCl2を加え懸濁した後、15,000 g で 10 分間遠心分離した。得られた上
清を 2,000 ml の 10 mM Tris–HCl (pH 7.5)で二回、計 4 時間透析した。60 °C で 25 分間熱
処理し、その溶液を氷冷した後、15,000 g で 10 分間遠心分離した。得られた上清に、
硫酸アンモニウムを 50%飽和濃度になるように加え、室温で 30 分間撹拌した。30,000 g
で 15 分間遠心分離し、得られた上清をさらに硫酸アンモニウムを 70%飽和濃度になる
ように加え、室温で 30 分間撹拌した。更に、30,000 g で 15 分間遠心分離し、得られた
沈殿を約 3 ml の 10 mM Tris–HCl (pH 7.0)で溶解した。同バッファーで二回、一晩透析を
行った。その透析液を 10 mM Tris–HCl (pH 7.0)で平衡化した CM-52 カラム（2.5 × 10 cm, 
i.d.）に付した。流速 42 ml/h の条件下、10 mM Tris–HCl (pH 7.0)でカラムを洗浄後、KCl
濃度 0 から 0.5 M（各 300 ml）までの直線濃度勾配によりタンパク質を溶出させた。 
 
3.3 S-水銀化を通じて MeHg により不溶化するタンパク質を同定するためのス
クリーニング法 
S-水銀化を通じて MeHg により不溶化するタンパク質を同定するために、我々は先に
定めたスクリーニング（Kanda et al., 2008b）を実施した。ラット肝酵素溶液は、様々な
濃度の MeHg（1–200 µM）とともに 37 °C で 1 時間反応させた。反応液は、12,000 g で






二次元電気泳動は、一次元目のゲルには Immobiline DryStrip pH 3–10 NL を、二次元
目のゲルには SDS ポリアクリルアミドゲルを用い、Multiphor II システム（GE Healthcare
（旧 Amersham Biosceinces））により行った。一次元目では、25 µl のタンパク質試料と
100 µl の 8M 尿素、2%の CHAPS、BPB を混合し、14 時間、等電点電気泳動のゲルに浸
した。ゲルから水分を取り除いた後、20 °C で 155 分間（0～90 分間は 200V、90～155
分間は 3,500V）、電気泳動を行った。その後、ゲルを 50 mM Tris–HCl (pH 8.8)、6 M 尿
素、30%グリセロール、2%SDS および BPB により室温で 15 分間平衡化し、水で洗浄し




3.5 ペプチドマスマッピングによる 42 kDa タンパク質の同定 
二次元電気泳動によって得られたタンパク質は、ポリビニリデンジフルオライド
（PVDF）膜に転写して、0.1%の Ponceau S で染色を行った。42 kDa のタンパク質は、
Achromobacter プロテアーゼ I（API）によって消化した（Iwamatsu and Yoshida-Kubomura, 
1996）。消化後の断片の質量分析は、PerSeptive Biosystems Voyager-DE/RP を用いた
MALDI-TOF/MS により行った。42 kDa のタンパク質は、MALDI-TOF/MS で得られた分
子量と NCBInr（10.04.99）に登録されたタンパク質からの理論的なペプチド分子量との
比較により同定した（Henzel et al., 1993）。 
 
3.6 SDH のタンパク質発現と特定部位の変異導入 
RNA は、ラット肝臓から Sepasol-RNA I super regent で抽出し、cDNA は Prime Script RT
を用いて合成した。SDH は、Prim Script を用いて PCR で増幅した。 
Sense primer は、5'- ATCTCGAGATGGCAGCTCCTGCTAAGGGCGAGAACC-3'、 
Anti-sense primer は、5'- GCGGATCCTTAGGGGTTCTGGTCATTGGGGTCACAC-3' 
であった。 
ラット SDH に対応する cDNA は、StrataClone Bluent PCR Cloning Kit によってクロー
ニングした。クローニングした SDH cDNA は、pET15b ベクター内の phage T7 RNA ポ
リメラーゼプロモータの下流である XhoI および BamHI 部位に導入した。 
システイン残基からセリン残基への変異体は、Quickchange Site-Directed Mutagenesis 
Kit に付随するプロトコルに従い、以下のような sense primer とその相補的な anti-sense 
primer を用いて作成した。 




変異体の DNA 配列は、ABI310DNA sequencer（Applied Biosystems）によって検証し
た。これらのプラスミドは、タンパク質を発現させるために、E. coli BL21 細胞で形質
転換した。 
 
3.7 SDH の精製 
発現ベクターで形質転換した Escherichia coli BL21 細胞は、LB 培地で、OD600 = 0.6
になるまで、37 °C、120 rpm（TAITEC）で振とう培養した。培養物は、0.5 mM の
isopropyl-thio- D-galactopyanoside を添加して誘導し、25 °C で 24 時間放置した。精製の
全ての過程は、4 °C で行った。発現ベクターで形質転換した E. coli 細胞は、遠心分離
により採取し、50 mM 2-ME、0.1 M NaCl および 5%グリセロールを含む 50 mM Tris–HCl 
(pH 7.5)で再懸濁の上、超音波処理（Ultrasonic Disruptor UD-201, TOMY）を行った。超
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音波処理された細胞溶解物は、100,000 g で 1 時間遠心分離し、上清を 50 mM 2-ME お
よび 0.1 M NaCl を含む 50 mM Tris–HCl (pH 7.5)で平衡化した Ni-IDA ProBond 樹脂で満
たされたカラム（4 × 1 cm 内径）に供した。アポ SDH は、0–200 mM のイミダゾールの
直線勾配によって溶出し、5 mM 2-ME および 50 µM ZnCl2を含む 50 mM HEPES (pH 8.0)
で透析した。過剰な Zn2+と 2-ME は、Econo-Pac 10DG で取り除いた。 
 
3.8 SDH の活性 
SDH 活性は、Maret と Auld の方法（Maret and Auld, 1988）を一部改良して測定した。
反応液（1.5 ml）の内訳は、50 mM ソルビトール、40 mM Gly-NaOH (pH 10.0)および酵
素液であった。反応は、NAD+ (1 mM)の添加によって開始した。NAD+の減少は、吸光
係数 6.22 mM-1cm-1を用いて、340 nm の分光光度法で測定した。タンパク質の濃度は、
標準をウシ血清アルブミンとして、Bradford の方法（Bradford, 1976）によって測定した。 
 
3.9 Zn の測定 
ラット SDH 組み換え体を、1.2 ml の硝酸（60%）と 0.4 ml の過酸化水素（30%）によ
って溶解した。次に、全量が 5 ml になるようにサンプルに水を加え、130 °C で二晩加
熱した。サンプル中の Zn の量は、ICP-MS（ELAN DRC II, Perkin Elmer）によって測定
した。 
 
3.10 BPM 標識アッセイ 
BPM 標識アッセイ（Toyama et al., 2013）により、タンパク質中の MeHg が共有結合
していない SH 基の有無を調べた。ラット SDH 組み換え体は、100 mM Tris–HCl (pH 7.5)
の下、37 °C で 1 時間、MeHg と反応させ、次に 15 µM の BPM と 37 °C で 30 分間反応
させた。反応液は、SDS–PAGE に供し、PVDF 膜に転写した。膜は 5%スキムミルクで
1 時間ブロッキングし、Tween（20 mM Tris–HCl (pH 8.0), 150 mM 塩化ナトリウム, 0.5% 
Tween 20）を含むトリス緩衝生理食塩水で洗浄した。ビオチンが結合したタンパク質は、
Chemi-Lumi One（増強化学発光試薬）を利用した HRP 標識ストレプトアビジンで検出
し、LAS-4000（富士フィルム）でイメージングを行った。BPM 結合量の減少は、MeHg
が共有結合可能な SH 基の減少を反映した。 
 
3.11 MALDI-TOF/MS 
MeHg によって修飾を受けた部位を決定するために、ラット SDH 組み換え体（0.3 
mg/ml）を MeHg（25 µM）と 37 °C で 1 時間、100 mM Tris–HCl (pH 7.5)の下で反応させ、
その後 37 °C で一晩、MS グレード修飾トリプシンと反応させた。トリプシン消化した






未消化のタンパク質の分析には、ラット SDH 組み換え体（0.3 mg/ml）を MeHg（25 µM）
と 37 °C で 1 時間、100 mM Tris–HCl (pH 7.5)の下で反応させたものを用いた。サンプル
は、50%アセトニトリルと 0.1%トリフルオロ酢酸を含む 50%シナピン酸（5 mg/ml）と
反応させ、ステンレス鋼板で室温・室内圧力下乾燥させた。MALDI-TOD/MS 分析は、





初代肝細胞は、6～10 週齢の C57BL/6J 雄マウスから二段階コラゲナーゼ灌流法によ
り単離した（Shinkai et al., 2009）。細胞は、10%ウシ胎児血清、2 mM L-アラニル-L-グル
タミン、抗生物質（100 U/ml ペニシリンおよび 100 μg/ml ストレプトマイシン）を含む
Williams Medium E で 4.0×105細胞/ml の細胞濃度に調製、懸濁した。細胞培養プレート
に、8.0×104細胞/cm2の細胞密度となるように培養細胞を播種した。ヒト神経芽細胞腫
SH-SY5Y 細胞は永沼章教授（東北大学）から譲渡いただいたものを使用した。SH-SY5Y
細胞は、10%ウシ胎児血清、2 mM L-アラニル-L-グルタミン、抗生物質（100 U/ml ペニ
シリンおよび 100 μg/ml ストレプトマイシン）を含む DEME/HamF12 混合培地で培養し
た。細胞培養プレートに、1×105細胞/cm2の細胞密度となるように培養細胞を播種した。
培養細胞は、37 °C、5% CO2、95% Air の条件下でインキュベーター内に保持した。MeHg
処置前に、細胞は無血清培地で一夜培養し、MeHg の効果が血清成分への結合により失




意差検定は Tukey の多重比較を行い、P < 0.05 を有意とした。バンド強度は、ImageJ ソ





4.1 MeHg により S-水銀化を介して不溶化するタンパク質のスクリーニングお
よび同定 
ラット肝酵素溶液を MeHg と反応させた時、濃度依存的にアルギナーゼ I（39 kDa の
位置のタンパク質）の不溶化が観察された（Kanda et al., 2008b）（図 11A）。これらの条
件下、我々はサブユニットで 42 kDa の分子量である二つ目の不溶化タンパク質を見出
した（図 11A）。このような現象は、チオール修飾試薬である NEM を用いた際にも観
察されたことから、MeHg による 42 kDa のタンパク質の不可溶化は、反応性を有する
SH 基の共有結合修飾によって生じたことが示唆された。 
42 kDa のタンパク質を同定するために、我々は、二次元電気泳動によってタンパク
質を分離し、MALDI-TOF/MS によるペプチドマスマッピングを行った。42 kDa のタン
パク質は、二次元電気泳動によって、α と β の二つのスポットに分離された（図 11B）。
これらのタンパク質の等電点は、7.7 および 7.5 であった。ペプチドマスマッピングに
より、両スポットからの 26 個のペプチド断片のうち、12 個の質量が SDH を API で消




4.2 MeHg による SDH の機能低下 
SDHがMeHgによって容易に S-水銀化が生じるか否かを確認するために、ラット SDH
組み換え体を用いて実験を行った。精製 SDH 標品と MeHg を反応させた結果、緩やか
な遠心分離（15,000g, 10 分間）により、タンパク質の不溶化が生じたことを確認した。
SDH の殆どは、25 µM の MeHg との反応で沈殿した（図 12A）。これらの条件下、MeHg
は濃度依存的に SDH 活性を阻害した（IC50 = 25.3 ± 3.2 µM）（図 12B）。興味深いこと
に、SDH と MeHg をモル比 1:2 の割合で反応した際に、SDH 活性に重要な Zn2+の顕著
な遊離も観察された（図 12C）。しかしながら、MeHg によって引き起こされるこのよ
うな SDH 活性の低下と不溶化は、GSH（100 µM）の添加によって十分に回復した。こ
のことは、触媒活性を阻害した、MeHg による SDH の不溶化と活性部位からの Zn2+の
遊離が、GSH の S-水銀化の解除によって可逆的であることを示唆している。 
 
4.3 SDH の S-水銀化 
BPM 標識アッセイは、SDH の S-水銀化を評価するために行われた。SDH に結合した
BPM のバンド強度は、MeHg（25 µM）の存在で減少した（図 13）。このことから、反
応性システイン残基は、MeHg による S-水銀化を受けたことを示した。同じ条件下、
MeHg 処理の SDH の MALDI-TOF/MS 分析により、対照サンプルに比し、質量の増加が
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みられた（図 14A）。増加後の分子量は 762.4 であり、3 つか 4 つの MeHg（215 Da）が
付加した状態に対応していた。 
次に、MeHg の化学修飾（S-水銀化）部位を決定するために、野生型と MeHg 処理後
の SDH はトリプシンによって消化し、その後 MALDI-TOF/MS によって分析した。修
飾を受けていないペプチドの理論上の質量と比較し、MeHg 処理の SDH サンプルで 4
つのピークが得られた（図 14B）。それらの配列と質量は、次のようであった（表 4）。 
P-1（MHSVGICGSDVHYWEHGR, m/z = 2285.7）、 
P-2（YNLTPSIFFCATPPDDGNLCR, m/z = 2559.31）、 
P-3（YNLTPSIFFCATPPDDGNLCR, m/z = 2775.34）、および 
P-4（LPDSVTFEEGALIEPLSVGIYACR, m/z = 2794.58） 
ペプチド P-1 と P-4 は、配列が異なり、MeHg の特定の標的である、システイン残基
一つを有していた。逆に、ペプチド P-2 と P-3 は、二つのシステイン残基を有する、同
じ配列であった。P-3 の両システイン残基は MeHg によって修飾を受けた一方、P-2 の
一つのシステイン残基は、修飾していた。これらの結果は、MeHgがラットSDHとCys44、
Cys119、Cys129 および Cys164 で共有結合修飾していることを示唆している（図 15）。 
 
4.4 MeHg によって生じる SDH の不溶化に対する変異体の効果 
MeHg による Cys44、Cys119、Cys129 および Cys164 の共有結合修飾が SDH の不溶化
に関連しているならば、これらのアミノ酸を置換することで MeHg による不溶化を抑制
するのではないかと考えた。そこでこの可能性を検討するために、それぞれのシステイ
ン残基をセリン残基に置換した（C44S, C119S, C129S, C164S）。なお、C164S について
は、大腸菌で発現させる際に封入体を形成したため、検討を行うことができなかった。
C44S は 10 および 25 µM の MeHg の存在下、野生型のものに比し、十分な不溶化はみ
られなかった（図 16）。なお、C44S は MeHg 非存在下、過半数の Zn2+が遊離したが不








et al., 2011a）。更に、ピリジンヌクレオチドの結合ドメインは Cys152 に近接しているこ
とから、MeHg との反応前に、補酵素である NAD(H)を GAPDH の反応混合液に加えて
おくことで、活性低下を抑制した（Miura et al., 2011b）。哺乳類の SDH の補酵素は NAD+
であるため（Jeffery and Jörnvall, 1988）、NAD+の有無により、MeHg によって引き起こ
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される SDH の不溶化へ及ぼす効果を調べた。ラット SDH 組み換え体と MeHg（25 µM）




4.6 MeHg による細胞中 SDH 活性への効果 
非細胞系で MeHgによる SDHの機能変化が明らかになったため、細胞系での SDH の機
能変化の検討を行うことにした。マウス初代肝細胞を用いて、25 μM の MeHg を 3 時間曝
露した後の SDH活性を測定した。その結果、予想に反し、活性の変化は殆ど認められな
かった（図 18A）。また、SH-SY5Y 細胞を用いて、10 μM の MeHg を 6 時間曝露した後の
SDH活性を測定したが、初代肝細胞と同様、活性の変化は殆ど認められなかった（図 18B）。






図 11 ラット肝酵素溶液から得られた標的分子 
 
A: ラット肝酵素溶液を MeHg と反応させ（37°C 1 時間）、遠心分離後の沈殿を SDS-PAGE で分析した。
タンパク質は銀染色で検出した。レーン M はマーカーを示し、レーン番号 1、2、3、4 および 5 はそれ











Δa Sequences from Database 
AP-1 818.37 818.46 -0.09 VESVLGSK 
AP-3 910.42 910.46 -0.04 ETPHDIAK 
AP-6 965.45 965.49 -0.04 AVEAFETAK 
AP-9 1028.39 1028.41 -0.02 HSADFCYK 
AP-14 1277.67 1277.67 0.00 EVGADFTIQVAK 
AP-15 1336.76 1336.77 -0.01 PLVTHRFPLEK 
AP-17 1538.82 1538.84 -0.02 KPMVLGHEAAGTVTK 
AP-19 1915.97 1916.06 -0.09 AMGASQVVVIDLSASRLAK 
AP-21 2218.98 2219.04 -0.06 GVFRYCNTWPMAVSMLASK 
AP-23 2285.13 2285.12 +0.01 PGDRVAIEPGVPREIDEFCK 
AP-25 2886.29 2886.35 -0.06 MHSVGICGSDVHYWEHGRIGDFVVK 






図 12 MeHg による SDH の不溶化、活性および Zn 含量への効果 
 
A: ラット SDH 組み換え体（0.3 mg/ml）を各濃度の MeHg と 37℃で 1 時間反応させ、遠心離し、不溶化画
分は 1 mM GSH で可溶化した。SDS-PAGE に供し、クマシーブリリアントブル （ーCBB）染色を行った。 B: 
A と同様に反応させ、活性を測定した。各々の値は、3 回の測定の平均値±SD を示している。C: ラット SDH
組み換え体と MeHg を 1:2 のモル比で 37℃で 1 時間反応させ、Zn 量を ICP-MS で測定した。各々の値は、





図 13 MeHg によるラット SDH の共有結合修飾 
 
























図 14 MeHg によるラット SDH の共有結合修飾 
 
A: ラット SDH 組み換え体（0.3 mg/ml）を MeHg（25 µM）と 37℃で 1 時間反応させ、linear mode にて
MALDI-TOF/MS による分析を行った。B: A と同様の方法で SDH を MeHg と反応させた後、トリプシン消
化し、reflectron mode にて MALDI-TOF/MS による分析を行った。 
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Δa Peptide Sequence 
314-324 1 1277.74 1277.67 +0.07 TLNVKPLVTHR 
6-20 2 1563.01 1562.83 +0.18 GENLSLVVHGPGDIR 
193-208 3 1603.87 1603.85 +0.02 AMGASQVVVIDLSASR 
299-313 4 1701.8 1701.78 +0.02 YCNTWPMAVSMLASK 
175-192 5 1723.08 1723.06 +0.02 VLVCGAGPIGIVTLLVAK 
21-37 6 1924.06 1924.04 +0.02 LENYPIPELGPNDVLLK 
38-55 7 2069.95 2069.91 +0.04 MHSVGICGSDVHYWEHGR 
38-55 P-1 2285.7 2285.51 +0.19 MHSVGICGSDVHYWEHGR + MeHg 
110-130 8 2344.12 2344.07 +0.05 YNLTPSIFFCATPPDDGNLCR 
110-130 P-2 2559.31 2559.67 -0.36 YNLTPSIFFCATPPDDGNLCR + MeHg 
110-130 P-3 2775.34 2775.27 +0.07 YNLTPSIFFCATPPDDGNLCR + 2(MeHg) 
142-165 P-4 2794.58 2794.9 -0.32 LPDSVTFEEGALIEPLSVGIYACR + MeHg 
a実測質量と理論質量間の差 
 
本表は、MeHg により修飾を受けたラット SDH をトリプシン消化した際のペプチドのアミノ酸配列を示し




























図 15 MeHg によるラット SDH の化学修飾（S-水銀化）部位 
 
3 次元構造はヒツジ肝臓 SDH を示している（PROTEIN DATA BANK より）。システイン残基を表すために、

































図 16 MeHg 修飾システイン部位の変異による SDH 不溶化に対する効果 
 
SDH とその変異体（0.3 mg/ml）を各濃度の MeHg と 37℃で 1 時間反応させた。遠心分離後、不溶化画分は
1 mM GSH によって溶解した。サンプルを SDS-PAGE に供し、CBB により染色した。強度は ImageJ ソフ
トウェアで定量化した。各々の値は、3 回の測定の平均値±SEM を示している。 また、*は野生型に対する





図 17 MeHg による SDH の不溶化に対する NAD+依存的な抑制 
 
各補酵素の存在・非存在下、ラット SDH 組み換え体（0.3 mg/ml）を 25 µM の MeHg と 37℃で 1 時間反応
させた。遠心分離後、不溶化画分は 1 mM GSH によって溶解した。サンプルを SDS-PAGE に供し、CBB に
より染色した。強度は ImageJ ソフトウェアで定量化した。各々の値は、3 回の測定の平均値±SEM を示し







図 18 MeHg による細胞中 SDH 活性への効果 
 
A: マウス初代肝細胞に 25 μM の MeHg を 3 時間曝露し、SDH 活性を測定した。B: SH-SY5Y 細胞に 10 μM







生体内において、MeHg は、肝臓に高濃度で蓄積する（Rodrigues et al., 2010; Yasutake 
et al., 1997）。それにもかかわらず、肝臓中の MeHg の標的分子はあまり知られていない。
本研究は、ラット肝酵素溶液中の 42 kD のタンパク質が MeHg によって容易に S-水銀化














より、SDH が MeHg によって容易
に修飾を受けることを確認した
（図 13）。 
ラット SDH は、サブユニット中にひとつの Zn2+と 10 個のシステイン残基を有してい
ることが報告されている（Karlsson et al., 1991）。MALDI-TOF/MS による分析により、
ラット SDH は、Cys44、Cys119、Cys129、Cys164 の 4 つのシステイン残基を介して、
MeHg によって S-水銀化を生じることが示唆された（図 14B; 表 4）。変異体を用いた検
討により、Cys44 および Cys129 が不溶化に重要であることが示された（図 16）。また予
想どおり、アルギナーゼ Iと同様、S-水銀化により金属補欠分子の活性部位からの遊離
がみられた。Cys44 は、活性部位の Zn2+を保持するリガンドとして機能しているため
（Johansson et al., 2001）、Cys44 の S-水銀化が主に Zn2+の遊離に関与していると考えら
れた。一方、Cys44 の変異体では Zn2+が遊離するが不溶化しなかったため、Zn2+の遊離
が不溶化の直接的な原因ではないことが示された。 










ている（Zou et al., 2009）。一方、哺乳類の SDH では、90～110 および 120～140 番残基
の 2 つの領域が安定性とサブユニットの結合に重要であることが報告されている
（Hellgren et al., 2007）。このことは、MeHg による Cys129 の共有結合修飾が不溶化を引
き起していることの理由かもしれない。 
図 17 のとおり、NADP+や FAD+ではなく、NAD+を前もって加えておくことで、MeHg
の SDH の不可溶化を濃度依存的に抑制した。SDH の NAD+の結合部位は Cys44 の近傍
にあるため（Johansson et al., 2001）、NAD+は MeHg が SDH の SH 基に近づくことを妨
げている可能性がある。初代肝細胞および SH-SY5Y 細胞に MeHg を曝露した結果、細
胞中の SDH 活性の変化は殆ど認められなかった（図 18）。このことは、MeHg による細
胞中 SDH の共有結合修飾に対する細胞中の NAD+の予防効果によるものかもしれない
（図 20）。加えて、細胞中の GSH
は、MeHg-SG 付加体を形成するこ





件下にすれば、MeHg は SDH 活性
を阻害することが推測される。
GSH は様々な種類の組織で 1 mM
以上の濃度で存在しているが
（Kosower and Kosower, 1978）、本
研究により、GSH に加え、細胞中の NAD(H)も in vivo における MeHg による SDH の
Cys44 の S-水銀化を少なくとも部分的に防御している可能性が示唆された。 
 











本研究では、ラット肝酵素溶液を用いて、MeHg の S-水銀化によって不溶化する、42 
kDa のサブユニットをもつタンパク質について調べた結果、以下のような知見が得られ
た（Kanda et al., 2012）。 
 
1） 二次元電気泳動およびそれに続く MALDI-TOF/MS を用いたフィンガープリン
ティング法により、42 kDa のタンパク質は、NAD 依存的なソルビトールデヒド
ロゲナーゼ（SDH）であることが明らかとなった。 
 




3） 変異体を用いた実験により、活性部位の Zn2+の配位子である Cys44 と Cys129 が
MeHg による SDH の不溶化にとても重要な役割を果たしていることが明らかと
なった。 
 
4） NAD+を事前処理することにより、MeHg による SDH の不溶化を顕著に抑制し
た。 
 































に高濃度に蓄積されることが知られている（Rodrigues et al., 2010; Yasutake et al., 1997）。
我々は、この知見をヒントにして、肝臓を対象に研究を開始し、肝臓に局在しかつ主要
なマンガン結合タンパク質であるアルギナーゼ I が MeHg 曝露により in vivo および in 





ひとつの例として、アルギナーゼ I の粗精製酵素液を用いて、図 22 に示す順序で研究

















とが知られている（Bebianno et al., 2007; Das et al., 2006; Decataldo et al., 2004）が、
MeHg の標的となる不溶化分子は把握されていない。 
 他の病態では、アルツハイマー病でのアミロイドベータペプチドとタウタンパク
質（LaFeria et al., 2008）、あるいは白内障での水晶体を構成するクリスタリンな





密には定義されていない。本研究は、100 µM の MeHg とラット肝酵素溶液を反応させ
て、S-水銀化で不溶化するタンパク質をスクリーニングした。これは、ラットに 10 mg/kg
の MeHg を 8 日間皮下投与した急性中毒モデルの 6 日目の肝臓中濃度（200 µM）（Kanda 
et al., 2008b）の約半分の濃度である。研究の背景に記したように、日本人の 1 日水銀摂
取量は 8.4 µg と報告されており（厚生労働省, 2003）、日々の生活を営む上では肝臓中の
MeHg の濃度が 100 µM という濃度になることは考えにくいが、MeHg は体内に残留す
ることを考慮すると、慢性毒性を反映する実験系ではないと断定することはできない。
更に、組み換え体を用いた実験では、実験に用いた 10 µM という最低濃度でも MeHg
は SDH を不溶化することが明らかであったことから（図 12A）、いつ何時 MeHg の不溶
化による慢性毒性が惹起されないとも限らない。 
研究の背景でも記したとおり、一般的に、親電子性物質に対する細胞応答は二相性で
ある（Levonen et al., 2014）。すなわち、低濃度で防御性のシグナル経路が活性化され、
高濃度で細胞死が引き起こされる。高濃度曝露時に観察される非意図的な S-水銀化は、
図 22 研究戦略 
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腫形成が関与している可能性（浮腫説）が提唱されている。従って、MeHg が SDH の
機能破綻を引き起こし、同様の状態になっているのではないかと考えた。しかし予想に
反して、細胞を使った検討では、MeHg は SDH 活性に影響を及ぼさなかった（図 18）。
そこでなぜ MeHg は SDH に対しては影響を及ぼさず、同じ肝臓中酵素であるアルギナ
ーゼ I には影響を及ぼしたのか、各々を比較して考察することにした。表 5 に主な違い
をまとめる。 
 
表 5 ラット肝 SDH とアルギナーゼ Iの特徴の比較 
特徴 SDH アルギナーゼ I 








構成アミノ酸数 356 個 323 個 
システイン残基数 10 個 3 個 
分子量 38～42 kDa 35～39 kDa 




細胞内局在 細胞質 細胞質 
補酵素 NAD 要求性 不要 
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特徴 SDH アルギナーゼ I 








代償 知られていない 非肝型アルギナーゼ（？） 
個体あるいは細胞レベ




い。また、システイン残基数はアルギナーゼ I よりもむしろ SDH の方が多く、構造や
機能維持に重要な役割を果たしている金属イオンへのシステイン残基の配位も SDH で
のみみられた。一連の情報によると、SDH の方が MeHg への感受性が高いように思え
るが、細胞や個体レベルではその逆の結果であった。これに関しては、実験でも明らか
にしたとおり、NAD+の関与が最も大きいと考えられた。アルギナーゼ I では補酵素を
必要としないのに対して、SDH では NAD+を必要とし、NAD+結合ドメインが S-水銀化
を受ける Cys44 の近傍に存在する。また、GAPDH を含めた我々の報告（Miura et al., 
2011b）以外にも、NEM などによる脱水素酵素の SH 基修飾を補酵素が保護したことが
報告されている（Okamura-Ikeda et al., 1985; Latruffe et al., 1980）。細胞および個体レベル
では、エネルギー代謝等により NAD+が常に数 mM 存在することから、MeHg による親
電子攻撃から本ピリジンヌクレオチドは SDH を保護していることが想定される。一方、
肝臓で合成されるべき NAD+が欠乏した場合の疾患としてはペラグラがあげられるが、
このように細胞中の NAD+が不足した状態では、十分な SDH 活性が発揮されないだけ




NAD あるいは NADP 依存性の生体反応は 400 種類以上と言われている（Kirkland, 
2012）。また、生体内の酵素は少なくとも約 4000 種類の生化学反応を触媒することから
（Bairoch, 2000）、おおよそ 10％もの酵素が NAD あるいは NADP 依存性である可能性





ける脱水素酵素があるかどうか調査した結果、わずか 2 つの報告 [3β-ヒドロキシ-Δ5-
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ステロイドデヒドロゲナーゼ（Vachhrajani et al., 1990）および乳酸脱水素酵素（軽度の
活性低下）（Matsuoka et al., 1992）] があるのみであった。一方、MeHg 曝露の影響を受
けない脱水素酵素の報告は数多くみられた。それらは、SDH と同じタンパク質ファミ
リーであるアルコールデヒドロゲナーゼ（Ohmiya and Nakai, 1977; Sano et al., 1990）、ピ
ルビン酸デヒドロゲナーゼ（Donaldson and Gubler, 1978; Grundt et al., 1982）、リンゴ酸デ
ヒドロゲナーゼ（Fowler and Woods, 1977）および乳酸脱水素酵素（Vendrell, et al., 2007）
であった。このように、MeHg の影響を受けない酵素群が数多く報告されていることは、
重要な意味をもっていると考えられた。 
本研究では、細胞内に数 mM で存在する GSH で同様の検討は行わなかったが、前述
のとおり、MeHg は肝臓に移行した後、一部は GSH と結合して存在するため、GSH も
親電子性物質の重要なリスク軽減因子のひとつと考えられてきた。しかし、上述したと
おり、我々は最近、MeHg-SG 付加体は Nrf2 活性化の負の制御タンパク質である Keap1
を始めとする細胞内タンパク質の SH 基と反応する“S-トランス水銀化”の実態を明ら
かにした（Yoshida et al., 2014）。このことは、MeHg が MeHg-SG 付加体を形成し、速や
かに MRP を介して本付加体が細胞外へ排泄されることが細胞内での毒性低下に重要で
あることを示唆している。それ故、GSH 合成の律速酵素である γ-グルタミルシステイ
ン合成酵素（GCL）、および MRP の転写誘導を一括制御している転写因子 Nrf2 は、MeHg
のリスク軽減因子であることが示唆される。これに一致して、MeHg およびその GSH
付加体は Keap1 の SH 基をそれぞれ化学修飾（S-水銀化および S-トランス水銀化）して
Nrf2 を活性化した（Toyama et al., 2007; 2011; Yoshida et al., 2014）。 
本研究では、先行研究であるアルギナーゼに関する研究成果を基盤として、アルギナ
ーゼ I の粗精製酵素液を用いて新たな不溶化タンパク質を探索することに成功した。し
かしその一方で、SDH の補酵素 NAD+が MeHg の標的となるシステイン残基への S-水
銀化を抑制するという知見も得られた。したがって、ピリジンヌクレオチドを補酵素と












果を世界で特に権威ある毒性学領域の医学雑誌であるArchives of Toxicologyに 3編の刊
行を行うことができました。また、日本毒性学会が発行する The Journal of Toxicological 
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